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I. RESUMEN

Mediante diversos estudios se ha demostrado que S. typhi (Salmonella typhi) es capaz
de adquirir factores R, incluso provenientes de E. coli (Escherichia coli); sin embargo
se ha observado que la mayoria de los plasmidos adquiridos por cepas de S. typhi
cuando se suspende la presion de seleccidn, se pierden; recientemente se demostro

que esta pérdida va acompafiada de eventos recombinogénicos

Encaminados a entender con mayor profundidad los mecanismos presentes en
bacterias con un dindmico genoma como lo es el de Salmonella, se propone que el
fenbmeno de recombinacion diferencial observado entre S. typhi, S. typhimurium y E.
coli a nivel de plasmidos R, serd una herramienta ttil para el estudio de rearreglos
gen6émicos y brindard material para abordar el problema de la adquisicién de

resistencia a antibiéticos en bacterias.

Para comenzar a abordar el problema, en este estudio se logré determinar el tamafio
de tres plasmidos R, pFEC59, pCOM69 y pHN32 estables en E. coli pero inestables en
S. typhi) mediante el uso de diferentes técnicas de electroforesis y perfiles de
restriccion. Asi mismo mediante la seleccion diferencial con antibidticos se aislaron

plasmidos recombinantes derivados de los tres plasmidos anteriores.

Por ultimo, también fue posible estimar el peso molecular de algunas de las regiones

que pudiesen estar siendo eliminadas en algunos de estos recombinantes derivados.



I1. INTRODUCCION.

1. Dinamica de los genomas bacterianos

En los ultimos afios la comparacién de genomas entre diferentes especies y dentro de
individuos de la misma especie, ha permitido, entre otras cosas, la identificaciéon de
zonas de variabilidad en los genomas, observando las modificaciones en el orden y la
composicion de los elementos genéticos (Mira et al, 2002; Abby y Daubin 2007); de
tal modo que se han podido identificar elementos moéviles como islas gendémicas,
secuencias de inserciéon y genes sujetos a transferencia horizontal (Ochman et al,
2000), con lo que se confirma que la recombinacién no homdloga y la transferencia
horizontal de genes son eventos generalizados en procariontes (Garcia Vallve et al,

2000; Gogarten et al. 2002; Koonin y Wolf 2008).

A partir de este tipo de estudios se sabe que los genomas bacterianos en general, son
dinamicos y se puede considerar que hay gran diversidad en ellos, lo cual es
observable en las diferencias de la estructura genomica, que es generada por
rearreglos, inversiones o translocaciones (Tillier et al. 2000; Darling et al. 2004; Sun et
al, 2012). Esta diversidad también conlleva a la presencia de diferencias en el
repertorio genético entre los individuos, como la escisién génica o la recombinacién
desigual (Haack et al, 1995), la recombinacién no homoéloga o ilegitima, la
transferencia horizontal (Ochman et al, 2000; Spratt et al, 2001; Fraser 2009, Dutta C

2002) y mecanismos de duplicacidn génica con lo que se adquieren genes paralogos.

Mucho se ha especulado sobre la forma en que los procesos antes mencionados dan
pie a la generaciéon y mantenimiento de la diversidad de especies (Mira et al, 2002).
En procariontes, los descubrimientos de la gendmica comparada, el paradigma clonal
de diversidad bacteriana y las ideas de que las islas gendmicas (Juhas et al, 2009)
adquiridas por transferencia horizontal son factores que juegan un papel importante
en la adecuaciéon a ambientes particulares y que confieren nuevas capacidades

metabdlicas al individuo (Treangen y Rocha 2011), han conducido al estudio de este
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fenomeno no sélo como una parte importante en el proceso de evolucion del genoma,

sino también como un mecanismo de adaptacion bacteriana (Dutta 2002).

La transferencia horizontal se ha llegado a considerar como un mecanismo
importante causante de la evolucion y adaptacién bacteriana (Ochman y Moran 2001;
Hacker y Kaper, 2000; Lawrence y Ochman 1998; Lawrence 2001, Juhas, et al. 2009).
Un ejemplo muy claro de esto es el evento de especiacion/divergencia entre E. coli y
Salmonella, donde se ha considerado que la obtencién del operén lac por E. coli es un
evento de trasferencia horizontal que le ha conferido el desarrollo de las propiedades
metabolicas necesarias para la expansién de una especie a un nuevo nicho (Ochman et

al, 2000).

2. Plasmidos

Los plasmidos son elementos circulares de DNA extracromos6mico que se replican
autonomamente en las células portadoras de ellos. Se encuentran presentes en
practicamente todas las especies de bacterias y su tamafio puede ser muy variable,

desde 2 kb (kilobases) hasta cientos de kb (Waters 1999).

Los plasmidos contienen genes para la iniciacién y control de la replicacién, asi como
genes que pueden ser Utiles a la bacteria, como de resistencia antimicrobiana (a los
cuales se les denominan plasmidos R o factores R) o de virulencia (Amabile Cuevas y

Chicurel, 1992; Bergstrom et al,, 2000)

2.1 Transferencia horizontal

Se ha visto que los plasmidos pueden aumentar la diversidad genética bacteriana, con
la adquisicion y pérdida de genes que pueden ser transferidos horizontalmente entre
las poblaciones bacterianas mediante conjugacién o movilizacion (Francia et al,

2004).
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La conjugacion bacteriana es un mecanismo de transferencia horizontal de genes, en
el cual existen contactos directos entre ambas células, con intervencion de estructuras
superficiales especializadas y de funciones especificas (pili sexuales en los Gram
negativos, y contacto intimo en los Gram positivos). La bacteria donadora posee el
factor de fertilidad (factor F), sera la bacteria F+ y la receptora se denomina F-
(Falkow 1975). E1 DNA que se transfiere se replica en forma auténoma en la bacteria

receptora que se denominara ahora transconjugante. (Novick et. al, 1976)(fig. 1).

Plasmido

Donador

Cromosoma Pilus sexual haciendo contacto con el receptor

1 Receptor

Copia del plasmido
transferida al

receptor

Apareamiento

/

Transconjugante Donador

Fig. 1. Esquema de la transferencia de DNA por conjugacion (tomada y modificada de

Dale et al, 2004).

Algunos plasmidos pueden integrarse al cromosoma bacteriano y replicarse como
parte del cromosoma huésped, mientras que otros permanecen separados del genoma
y se replican autonomamente, en tal caso se les denomina episomas (Novick et al.
1976). Cuando el plasmido F se integra al cromosoma, es capaz de inducir la

transferencia del genoma total de la célula a la receptora. Estas cepas se denomina Hfr



(High frecuency of recombination) porque presentan una alta frecuencia de

recombinacién (Falkow 1975).

2.2 Incompatibilidad plasmidica

Una manera de clasificar a los plasmidos es a través de los grupos de incompatibilidad
(Inc) (Novick 1987). Esta manera se basa en la introducciéon por conjugacién o
transformacién de un plasmido perteneciente a un grupo Inc desconocido a una cepa
que contiene un plasmido de grupo Inc conocido. Si el plasmido original es eliminado
en la descendencia, el plasmido introducido se asigna a su mismo grupo Inc (Datta y

Hedges 1971).

Los plasmidos que tienen los mismos requerimientos genéticos en el control de
replicacion son incompatibles entre si, de tal modo que plasmidos con diferentes
controles de replicaciéon son compatibles. Con base en lo anterior, dos plasmidos
pertenecientes al mismo grupo Inc no se pueden propagar en la misma cepa
bacteriana (Datta y Hughes 1983; Couturier et al, 1988). Este método de clasificacion
ha sido una util herramienta para estudiar la difusién de plasmidos R y seguir la

evolucion y propagacion de plasmidos emergentes (Anderson et al, 1977).

2.3 Resistencia a antibiéticos mediada por plasmidos

Aunque la resistencia a los antibiéticos es una expresién natural de la evolucién y
genética bacteriana, ciertos factores también contribuyen al aumento de la expresion
y diseminaciéon de esta caracteristica inherente. El incremento en el uso de
antibiéticos y la respectiva presion selectiva que ejercen, es el factor mas importante
que contribuye a la aparicion de diversas clases de resistencia bacteriana (Ang et al,

2004).

Un ejemplo que ofrece muestras evolutivas de resistencia, es la bacteria
Staphylococcus aureus , que en 1946 presentaba la mayoria de sus cepas sensibles a la

penicilina; en la actualidad casi todas las cepas hospitalarias, son resistentes a



bencilpenicilina y algunas lo son a meticilina, gentaminicina o a ambas y sélo se
pueden tratar con vancomicina (Prescott et. al, 2004). Ademas, en los ultimos 25 afios
han seleccionado microorganismos resistentes a multiples farmacos, por ejemplo
Mycobacterium tuberculosis, Salmonella spp, Shiguella spp, Vibrio cholerae,
Streptococcus pneumoniae, que, al aumentar causan infecciones en ambientes
nosocomiales; es por ello que la resistencia a los farmacos constituye un problema

grave de salud publica (Prescott et. al, 2004; French 2005).

La resistencia puede ser una propiedad natural de un organismo (intrinseca) o
conseguida por mutaciéon o adquisicion de plasmidos o transposones, los genes de
resistencia naturales en plasmidos, se originan como mutaciones puntuales en los
genes blanco (sitios de insercion de los genes de resistencia) de bacterias
susceptibles y también de genes que les proveen proteccién contra otras bacterias

(Frostet. al, 2005).

2.4 Estudio de plasmidos por electroforesis en gel de agarosa

Independientemente de la técnica que se lleve a cabo para la extraccién fisica de
plasmidos, un método comun para evidenciar dicha extracciéon es a partir de la
deteccién del DNA plasmidico mediante una electroforesis en gel de agarosa. Dado
que el DNA cromos6mico se fragmenta en el proceso de extracciéon en el gel aparecen
restos como una banda difusa y el DNA del plasmido aparece en bandas distintas,
determinadas por su tamafio. Los plasmidos pequefios migran a mayor velocidad
dentro del gel, por lo que se observan por debajo del DNA cromosomal y los plasmidos

grandes quedan por arriba de éste (fig. 2) (Dale et. al, 2004).



b)

plasmidos grandes

Fragmentos de DNA M b

cromosomal

Fragmentos de DNA
cromosomal

plasmido pequefo

Fig. 2. Distribuciéon de moléculas de plasmidos de E. coli segin su tamafio después de
un corrimiento electroforético. a) plasmidos grandes b) plasmido pequefio (tomada y

modificada de Kado et. al., 1981).

En cuanto a su conformacion espacial, los plasmidos con mayor grado de
enrollamiento migran mas rapido, de tal manera que por lo general los de forma
superenrollada son los que migran mas rapido, los de forma circular migran mas lento
que los anteriores y los lineales son los mas lentos aunque el peso molecular de los
tres sea el mismo. Por ultimo, adicional a estos dos factores también pueden
encontrarse dimeros y multimeros que presentan una movilidad mas lenta (fig. 3)

(Dale etal, 2004).
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Dimero -

Fragmento

lineal
Monomero -

- PBR325

lineal
Fig. 3. Electroforesis del plasmido pTL2015 antes y después de la digestién con la
endonucleasa Sall. (a) Molécula circular covalente cerrada de pTL2015 como dimeros
y monomeros (b) fragmento clonado del plasmido pTil422 y su vector de clonacion
pBR325 en forma lineal después de ser tratado con Sall. (tomada y modificada de

Kado et. al,, 1981).

3. Estabilidad plasmidica

La estabilidad es una caracteristica importante en los plasmidos. Plasmidos naturales
comunmente son mas estables que aquellos construidos de manera artificial (Dale

et. al, 2004).

En general los plasmidos grandes se encuentran en un bajo nimero de copias dentro
de la célula, ya que de lo contrario la carga metabdlica para mantener y duplicar sus
genomas seria excesiva; pero con un bajo nimero de copias la distribucién aleatoria
de las copias del plasmido durante la divisién celular pone en peligro que el plasmido

sea copiado fielmente a las células hijas (fig. 5).
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a) Plasmido de alto numero de copias

" O
OO(-O OOOOO(())O
/O o O o O 0709
N -\

o @) O Q R Crecimiento celular y
00 O Division celular o .
(o} C replicacion del plamido
0 ©C o )
o o (0,00
—_— - f
© OO 0] L OOO (9] OJO

bi Plasmido de bajo numero de copias

(0)—(U U]
/ : Crecimiento celular y

replicacion del plasmido
{\l O
(0 U

Fig. 5. Esquema que ejemplifica la replicaciéon de plasmidos (tomada y modificada de

Dale etal, 2004).

Division celular

3.1 Integridad plasmidica

Los plasmidos pueden volverse inestables por presentar una tendencia a perder genes
debido a la presencia de puntos calientes de recombinaciéon. Plasmidos inestables
suelen presentar deleciones o inversiones (fig. 4) y secuencias repetidas causadas por

transposones o secuencias de insercion (Dale et. al, 2004).
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OriV - origen de la replicacion.
Genes de resistencia a:

amp- ampicilina

kan - kanamicina

str- Estreptomicina

cat - cloranfenicol

Delecion

amp /5 ’ k
: \ \ L 1)
8 / ‘.l onv‘ ¢ / .P
oer\x / \\ ///,‘ cat
= NH
kan

Fig. 4. Inestabilidad plasmidica. Ejemplos de cémo puede cambiar la estructura de un
plasmido: una delecién de los genes cat y kan en el plasmido B y una inversién entre

los genes cat y kan en el plasmido C (tomada y modificada de Dale et. al, 2004).

3.2 Sistemas de estabilizacion de plasmidos

Se han descrito tres principales mecanismos estabilizadores de plasmidos:

1) Sistemas de Resolucion de Multimeros: estos sistemas resuelven el nimero de
multimeros plasmidicos causados por la replicacién y recombinacién entre los
plasmidos hermanos, maximizando asi el nimero de copias de plasmidos
disponibles para la segregacion (fig. 6 A).

Esto se lleva a cabo por un sistema de recombinacién sitio especifico mediado
por enzimas, los plasmidos grandes codifican su propia recombinasa que actda
sobre un sitio de recombinacion especifico, por ejemplo, se han descrito dos
familias de recombinasas presentes en diferentes tipos de plasmidos: la
recombinansa sitio- activo tirosina y la recombinasa sitio activo serina. Los

dimeros contienen dos de estos sitios de especificos de recombinacién que son

13



2)

3)

cortados y reunidos por las proteinas para formar dos mondmeros circulares

separados. (Sengupta y Austin 2011)

Sistemas de Muerte Postsegregacional: la muerte postsegregacional o PSK
(Postsegregational Killing) elimina las células que perdieron el plasmido, para
asegurar la presencia de este en la poblacion (fig. 6 B). En los sistemas PSK
tipo 11, el plasmido tiene un gen que codifica para una toxina antibacteriana que
puede matar o detener el crecimiento de la célula, y un producto de corta
duraciéon que actiia como un antidoto a la toxina. Cuando el pldsmido esta
presente en la celular la antitoxina inactiva la toxina, pero cuando el plasmido
es perdido, la antitoxina se degrada rapidamente y la toxina mata a la célula
(Hayes, F. 2003). También existen los sistemas denominados PSK tipo I donde
un RNA antisentido del plasmido bloquea la funcién del mRNA que codifica
para la toxina. Si el plasmido se pierde, el RNA antisentido se degrada
rapidamente y la traducciéon del mRNA es mas estable, con lo que se produce

mas toxina. (Gerdes, K. y Wagner E. G., 2007; Sengupta y Austin 2011)

Sistemas de particidn: estos sistemas segregan activamente los plasmidos
hermanos a las células hijas, dirigiendo la segregacion activa de los plasmidos a
cada lado del centro de la célula antes de la divisiéon, minimizando asi las
posibilidades de pérdida de plasmido (fig. 6 C). Estos sistemas se componen de
una proteina motora, ya sea una ATPasa o una GTPasa, una proteina
adaptadora que se une al DNA en un sitio especifico y el sitio en el que acttan,
el cual funciona como un centrémero. (Gerdes et. al, 2000). En estudio
reciente, llevado a cabo por Hayashi et. al. (2014), se encontr6 una regién de
DNA necesaria para mantener la estabilidad de los plasmidos de la bacteria
Sphingobium yanoikuyae, esta region se localizo en el plasmido Pyan-1 de la
bacteria y se observd que este fragmento de DNA esta asociado a los

mecanismos de particiéon del plasmido.
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Fig. 6. Combinacion de los sistemas de mantenimiento de plasmidos para lograr una
herencia estable. Se observa el ciclo celular en las células color azul claro. La
replicacién del plasmido duplica el nimero de plasmidos en cada célula y algunos
plasmidos forman dimeros por recombinacion, los dimeros se reducen a mondémeros
por el sistema de resoluciéon de multimeros. Los plasmidos replicados son sometidos a
particion activa en mitades opuestas de la célula, asegurando que la division celular
produzca dos células, cada una de las cuales contiene al menos una copia del
plasmido. Las células grises representan células donde la replicacidn, la resolucion de
multimeros o el sistema de particién del plasmido han fallado. En cada caso, se
producen células que no contienen al plasmidos y el sistema PSK elimina estas células

(tomada y modificada de Sengupta y Austin 2011).

Se ha propuesto que los plasmidos grandes de virulencia y de bajo nimero de copias
codifican al menos uno de los tres tipos de sistema de mantenimiento de plasmidos,

para mantener la estabilidad dentro de la poblacién (Sengupta y Austin 2011).
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1. Caracteristicas de Salmonella typhi

Salmonella typhi no se trata estrictamente de una especie, se ha clasificado como un
serotipo dentro de una subespecie (Salmonella enterica serovar typhi) (Brenner et al,
2000). Es una enterobacteria gram-negativa, movil, aerobia facultativa y es un
patégeno causante de la fiebre tifoidea. Bioquimicamente produce H:S (&cido
sulfhidrico), es lactosa negativa, ureasa positiva e indol negativa (Koneman et al,
1999). Estos bacilos no producen esporas. La mayoria de las cepas son moviles debido

a que poseen flagelos peritricos que rodean a la célula (fig.7).

Es importante mencionar que parte de los multiples rearreglos genémicos que ha
presentado S. typhi estan asociados a la recombinacién homdloga entre genes
ribosomales. Este genoma dindmico puede ser significativo en la virulencia de S. typhi.

(Liu y Sanderson 1995).

Fig. 7. llustracion de Salmonella typhi, (tomada de

http://www.cdc.gov/media/subtopic/library/diseases.htm)
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5. Antecedentes

De acuerdo a diversos estudios encaminados a detectar material genético
extracromosomal, se ha comprobado que S. typhi no es un buen hospedador de
plasmidos, (Murray et al., 1985, Phipps et al, 1991, Finch et al., 1992), al contrario de
otras bacterias como E. coli, Shigella o incluso S. Typhimurium que frecuentemente

contienen muchos plasmidos.

Se ha observado que S. typhi tiene la capacidad de recibir factores R de otras
enterobacterias in vivo, especialmente mediante el mecanismo de conjugacién (Datta
et al, 1981; Martinez et al, 1987; Richards 1982; Schwalbe et al, 1990; Ling et al,
1992).

De los distintos tipos de pldsmidos R, los del grupo de incompatibilidad HI1 se han
encontrado asociados con el fenotipo multiresistente a antibiéticos en los serovares
invasivos mas comunes de Salmonella: S. typhi y S. paratyphi (Holt et al. 2011). Por
otra parte, las cepas de S. typhi son capaces de incorporar otros factores R de distinto
grupo de incompatibilidad a aquellos HI1, provenientes de E. coli y otras especies
bacterianas (Datta et al. 1981), pero varios estudios muestran que en estas cepas de S.
typhi, dichos plasmidos se pierden rapidamente en comparacién con otras especies de
enterobacterias cuando no existe presion de seleccion. Por ejemplo, Murray et al.
(1985) reportaron la inestabilidad de tres de cuatro plasmidos R originalmente
encontrados en E. coli cuando se conjugaron en tres cepas distintas de S. typhi. Un
estudio de Mendoza-Medellin et al, 1993 demuestra que de una alta proporcion de
plasmidos de E. coli que fueron transferidos a cepas de S. typhi por medio de
conjugacion, un grupo de estos pldsmidos se perdié rapidamente dentro de la

poblacion (tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacion de 17 plasmidos de E. coli con base en su estabilidad
en S. typhi (Tomada y modificada de Mendoza et al.,, 1993). |54: E. coli cepa
silvestre y J55: E. coli cepa de laboratorio.

Grupos de segregacion de resistencia en §. Typhi
% de colonias resistentes
R FACTOR FROM STYPHY' J55 S.ayphif1535
. 154(COMS1) 993 1000
Grupo de_ !:JB]E J54(HN12) 100.0 100.0 0.997
segregacion J54(HN31) 100.0 1000
IS4(FEC103) 993 100.0
Promedio  g¢97 100.0 0997
154(COM3) 56.0 920
J54(COM13) 453 100.0
J54(COMI18) 470 540
J154(COM36) 86,6 100.0
Grupo de J54(COM4T) 226 94.0
segregacion 154(COM®68) 713 80
intermedia J54(COMI90) 540 100.0
J54(HN59) 426 100.0
JS4(FEC138)NxAp 220 100.0
Promedio 497 93.8 0.530
J54(COM69) 0.0 9.0
Grupo de alta J54(HN32) 13 100.0
. J54(HN144) 20 100.0
segregacion JS4(FECS9) P o
Promedio 22 975 0.023
Promedio de 3 cepas de 5 Typhi.

Posteriormente, de los plasmidos que se clasificaron en este reporte dentro del grupo
de alta segregacion se continuaron los estudios con tres de ellos, pFEC59 y pCOM69
resistentes a ampicilina (Ap) y trimetoprim (Tp) y pHN32 resistente a tetraclina (Tc)
y estreptomicina (Sm). Con la finalidad de explorar a mayor detalle el
comportamiento de estos marcadores de resistencia se llevaron a cabo cultivos
seriados de S. typhi HN120 con cada uno de los plasmidos seleccionando uno de los
antibidticos para los cuales estos plasmidos tienen resistencia, con lo que se observo
que para los plasmidos pCOM69 y pFEC59 la presencia de Ap no impide la pérdida de
la resistencia a Tp (Tp®), pero la presencia de Tp® impide la pérdida de la resistencia a

Ap (Ap®) (Fig. 8), de tal forma que la presencia de Tp en el medio de cultivo, permite
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que ambos marcadores se mantengan en el plasmido. En el caso de los cultivos
seriados de HN120 pHN32 se observé algo similar, en presencia de Tc, no se
obtuvieron colonias sensibles a Sm (SmS) y con Sm el niimero de colonias sensibles a

Tc (Tc®) aumento rapidamente (Fig. 8).
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Fig. 9. Cultivo de las cepas portadoras de los plasmidos pCOM69 y pHN32 en
presencia de los antibiéticos Tp, trimetoprima; Ap, ampicilina; Tc, tetraciclina;

Sm, estreptomicina (Mendoza et al, 2004).

Posteriormente se obtuvo el DNA plasmidico de clonas independientes provenientes
de HN120 con pFEC9 TpSAp®, pCOM69 TpSApR®, y pHN32 TcSSm®R y se hizo
electroforesis de cada uno con el correspondiente plasmido original, observandose

que habia una mayor movilidad en las bandas de los plasmidos TpSAp® o TcSSmR. Para
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confirmar que habia deleciones usaron endonucleasas de restriccién y nuevamente se

llevaron a cabo las electroforesis.

Los resultados demostraron la presencia de una delecion en los derivados de TpS, y se
observo que en este caso en cada clon la delecién es 1a misma (fig. 10A) por lo que se
intuy6 que el plasmido pFEC59 es eliminado de una manera Unica; este hecho no se
observo con pCOM69 ya que las digestiones de los clones presentaron dos diferentes
perfiles, sugiriendo que pCOM69 tiene dos tipos de delecién asociadas al fenotipo Tp®

(fig. 10B). En pHN32 digerido con Apal también se observé delecién (fig. 10C).

St. HN120
7 colonias (pFEC59 Tp°Ap™) (a-g)
Control  (pFEC59 Tp"Ap™ ) (h)

a b ¢c d e £ g h EcoRlI

Tt v ol ol bt Rl el 2

St. HN120

6 colonias (pCOMG69 Tp*Ap®) (b-g)

Control  (pCOM®69 TpfApR) (ay h)
EcoRl

St. HN120

6 colonias (pHN32 Tc*Sm*™) (a-f)

Control  (pHN32 Tc>Sm*) (g)
Apal

a b ¢ 4 e £ g

Fig. 9. Electroforesis en gel de agarosa de los plasmidos pFEC59, pCOM69 (ApRTpS) y
pHN32 (SmRTcS) tratados con las endonucleasas EcoRI y Apal respectivamente,
obtenidos a partir de clonas independientes, en comparacién con los plasmidos
integros pFEC59, pCOM69 (ApRTpR) y pHN32 SmRTcR. Tp, trimetoprima; Ap,
ampicilina; Tc, tetraciclina; Sm, estreptomicina (tomada y modificada de Mendoza et

al, 2012).
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Estas deleciones en los plasmidos conllevan a su pérdida completa en cepas
HN120. Resulta interesante que cuando estos plasmidos han perdido una de las
resistencias y son regresados a E. coli, se comportan tan estables como sus
plasmidos parentales, con lo que se intuye que estas deleciones afectan
mecanismos de estabilidad en S. typhi pero no en E. coli; por lo cual dichos
mecanismos deben ser especificos de E. coli y encontrarse ausentes en S. typhi,

(Mendoza et al,, 2004).

Posteriormente se comprob6 que la delecion del plasmido es un proceso dependiente
de recombinacion llevada a cabo por la enzima recombinasa A (RecA), ya que no se
detectd este suceso en cepas derivadas de S. typhi RecA-deficientes que contenian los
plasmidos correspondientes y tampoco perdieron sus marcadores de resistencia por
lo que se propuso que los segmentos eliminados contienen informaciéon para la

estabilidad plasmidica en S. typhi.

Por otro lado, para encontrar una explicacion de porqué en E. coli no se presenta una
pérdida de los marcadores de resistencia ni del plasmido, (tomando en cuenta que la
inestabilidad plasmidica en S. thyphi es un fen6meno dependiente de recombinacion)
se comparo el potencial recombinogénico de S. typhiy E. coli para descartar que una
posible actividad hiper-recombinogénica en cepas de S. typhi causara la dimerizacién
y segregacion plasmidica. Esto se hizo comparando los perfiles de oligomerizacién de

pUC19 entre sus derivados de S. enterica typhi HN120, E. coli ]55, y E. coli JM109.

No habiendo mayor recombinacion en S. typhi que en E.coli, se especula que el sitio de
la delecion sea estable en ésta y que existan mecanismos de recombinacion en S. typhi
diferentes a los de E. coli, como la existencia de una enzima de recombinacién
especifica, y que esta informacion para la estabilidad plasmidica se encuentre
codificada en los segmentos que son eliminados en los pldsmidos cuando estan

presentes en S. typhi.
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I11. JUSTIFICACION

Encaminados a entender los mecanismos presentes en bacterias con un genoma
dinamico como lo es el de Salmonella, proponemos que el fenémeno de recombinacion
diferencial observado entre S. typhi, S. typhimurium y E. coli a nivel de plasmidos R,

sera una herramienta util para el estudio de rearreglos genémicos.

Por otro lado, la aparicién de diversas clases de resistencia en multiples especies
bacterianas a propiciado que hoy en dia exista un grave problema de salud (Ang et al,
2004), ya que parte de la resistencia a antibidticos se origina en plasmidos o se
adquiere por medio de éstos (Frost et. al, 2005). Es por ello que resulta importante
comprender los mecanismos estabilizadores de estos plasmidos y asi brindar

herramientas para abordar el problema desde una nueva perspectiva.

IV. HIPOTESIS

Eventos recombinogénicos causan inestabilidad de tres plasmidos R en S. typhi y
ocasionan la pérdida o modificacion de ciertas regiones en los plasmidos, se propone
que estos eventos se llevan a cabo en sitios discretos, por lo que mediante patrones de
restriccion sera posible llevar a cabo un mapeo de las regiones eliminadas, regiones

donde se sugiere que se encuentran los mecanismos estabilizadores.

V. OBJETIVOS

Objetivo general:
Determinar el tamafio de tres plasmidos R (pFEC59, pCOM69 y pHN32), asi como
encontrar y describir mediante patrones de restriccion, las zonas que al perderse en S.

typhi los inestabilizan.
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Objetivos particulares:
1) Definir el tamafio de los tres plasmidos R (pFEC59, pCOM69 y pHN32) mediante

técnicas de electroforesis y patrones de restriccion.

2) Aislar plasmidos recombinantes derivados, mediante la seleccion diferencial

con antibioticos.

3) Mediante patrones de restriccion, definir la estructura general de los plasmidos
antes y después del evento recombinogénico, estimando el tamafio y movilidad

de las regiones eliminadas mediante electroforesis.

VI. MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo de cepas

Cepas utilizadas:

Se emplearon 4 cepas de Salmonella typhi
Salmonella typhi HN120 RifR/ pFEC59 TpR SuR, ApR
Salmonella typhi HN120 RifR/ pCOM69 TpR SuR, ApR
Salmonella typhi HN120 RifR/ pHN32 TcR StrR
Cepas control:

Salmonella typhi HN120

Salmonella typhimurium LT2

Las cepas control se adquirieron del Departamento de Medicina Gendmica y
Toxicologia Ambiental del Instituto de Investigaciones Biomédicas del cepario del
Doctor Camacho Carranza R. Las cepas de S. typhi con los plasmidos conjugados

fueron proporcionadas por el Doctor Mendoza Medellin A.
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Se preparo6 agar nutritivo NB (Nutrient Broth) en cajas Petri para sembrar las cepas
por duplicado, al solidificarse se agregaron los respectivos antibiéticos; dependiendo
de la resistencia de cada plasmido se espatularon los concentrados liquidos de los
antibiéticos sobre las cajas Petri. Unicamente el Bactim (tripetoprim y sulfametoxazol

5:1) se agregd en polvo al agar NB antes de solidificar.

Salmonella typhimurim LT2 se sembr6 en medio NB sin antibiotico y en medio
minimo de sales M9 con cada uno de los antibidticos por separado, para probar el

funcionamiento de éstos.

Se dejaron secar las placas 20 minutos aproximadamente y se sembraron las cepas en
sus respectivas cajas por el método de estria cruzada para obtener colonias aisladas.

Se incubaron a 37°C durante 24 horas.

1.1 Antibiéticos

Las concentraciones finales de los antibidticos (tomadas de Mendoza M., et al, 2004;

Stanley R,, et al., 1996) fueron:

Ampicilina (100pg/mL)

Tetraciclina (25pg/mL)
Estreptomicina en agua (100pg/mL)
Bactrim (10pg/mL)

Todos los antibiéticos utilizados fueron de Sigma-Aldrich.
Medios de cultivo

1. Medio agar nutritivo NB
Agar 1.5%, NaCl 0.5%, NB 88%.
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2. Medio minimo de sales M9
CaCl; 1M, Tiamina HCI 1%, MgS0O4 1M, sales M9 5X (Na2HP04.7H;0, KH2PO4, NaCl,
NH4CL), glucosa 20%, agar 15 g/L.

2. Desarrollo del método de Eckhardt

Se utiliz6 el método de Eckhardt debido a que es un método en el cual la lisis de la
célula se lleva a cabo directamente en el gel de agarosa, lo cual aumenta las
posibilidades de extraer el plasmido integro. Justo antes de la electroforesis se lleva a
cabo la lisis celular. Puede ser aplicado a diversos sistemas bacterianos y permite
observar los plasmidos que se encuentren en diferentes topoisémeros o agregados

(Eckhardt 1978).

Los cultivos se dejaron crecer hasta una densidad éptica de 0.2 leida a 620nm en el
espectrofotometro. Se tom6 1 mL de cada muestra, se colocaron en microtubos y a

cada muestra se le dio el siguiente tratamiento:

Se centrifugd durante 3 min a 13 kilo revoluciones por minuto (Krpm) en una
centrifuga (Hettich zentrifugen, modelo mikro 200R, rotor 2424-B) a 4°C, se le retir6
el sobrenadante con una jeringa y a la pastilla celular se le agregaron 500 pL de agua

fria.

Se resuspendio la pastilla y se les agregd 1 mL de N-lauryl sarcosine al 0.3% frio y se
mezclé por inversion. Se centrifugéd 3 min a 13 Krpm, se retir6 el sobrenadante y se
incubd 10 min a -20 °C, transcurrido este tiempo se le agregaron a la pastilla celular
40 pL de Ficoll al 20% y 10 pL de solucion de lisis para enseguida cargar las muestras
en un gel horizontal el cual previamente se habia dejado correr con 25 pL de SDS al
10% (en cada pozo donde irian las muestras) durante 20 minutos con los polos

invertidos a un voltaje de 100 V.
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Las condiciones de electroforesis fueron siendo modificadas continuamente en
diferentes pruebas ya que se necesitaron de varias repeticiones para optimizar el
método y éste se estandariz6 tomando en cuenta las condiciones usadas por Eckhardt,

T. (1978), Espuny, M.R. (1987) y Wheatcroft et. al, (1990).

Soluciones

1. Buffer Tris-Boratos (TB) pH 8.2
Tris 89mM, Na;EDTA 2.5mM, Acido Bérico 89mM, H»0 1000 ml.

2. Buffer TE pH 8.3
Tris 10mM, EDTA 1mM.

3. N-lauryl sarcosine 0.3% (0.3 g/100 mL H20).

4. Ficoll (WT 400) 20% en TE.

5. Solucién de lisis

RNAsa A 0.4 mg/mL, azul de bromofenol en TE 1 mg/mL, lisozima 10 mg/mL.

6. SDS10%
SDS 10% en H20, Xylen cyanol 0.25%.

3. Marcador de peso molecular para el método de Eckhardt
Sabiendo que los plasmidos buscados son de aproximadamente 100 kb, para localizar
en qué nivel del gel aproximadamente se encontrarian, se utilizo la cepa Salmonella

typhimurium LT2 que contiene al pldsmido pSLT, un plasmido criptico de 91 kb

(Brown et. al,, 1986) con esta cepa se hicieron bloques de agarosa
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3.1 Preparacion de DNA bacteriano embebido en agarosa

Se dejo crecer la cepa en medio NB toda la noche, se centrifugé 1 mL durante 5 min a
800 RPM y se resuspendié en 0.5 mL de buffer de suspension celular, posteriormente
se mezclo la suspension celular con 0.5 mL de agarosa de bajo punto de fusién al 1.0%
(previamente preparada y mantenida a 70°C). Se homogeneizé la mezcla y fue

agregada a los moldes, (plug mold BIO-RAD)

Los bloques se dejaron gelificar a temperatura ambiente, fueron removidos del molde
y se colocaron dentro de una caja petri, donde se les agregd solucion de lisis hasta

cubrirlos, se dejaron incubar por tres horas a 65°C en agitacién constante.

Se removi6 la solucion de lisis y se agregd solucion de lisozima nuevamente hasta
cubrir los bloques, se incub6 toda la noche a temperatura ambiente y en agitacién. Al
siguiente dia, los bloques de agarosa fueron lavados con solucién de lavado dos veces
durante 20 minutos. Se agreg6 solucién de proteinasa K hasta cubrir los bloques y se

incubd durante dos dias a 42 °C en agitacion.

Se repitié el lavado y se agreg6 solucion de PMSF dejandolos incubar durante una
hora. Se lavaron por ultima ocasién los bloques para guardarlos en soluciéon de

almacenamiento a 4°C.

3.2 Digestion del DNA bacteriano embebido en agarosa con enzimas de

restriccion

Previo a la digestion se llevaron a cabo cinco lavados de los bloques, de 30 minutos
cada uno en agua destilada, para eliminar todo el EDTA. Para la digestion se uso la
enzima Xbal, agregando 20 unidades de enzima por 100 pL de buffer (Invitrogen 10X
REACT2) en un microtubo estéril por cada bloque y se dejaron incubar a 37°C

durante toda la noche.
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Soluciones

1. Solucidn de suspension celular pH 8.5

Tris HCL 10mM, EDTA (ethylendiaminetetraacetic acid) 100mM, NaCl 20mM

2. Agarosa
Agarosa SeaKem GTG 1.0% (high strength analytical grade agarosa BIO-RAD) disuelta en

buffer de suspension celular.
3. Solucién de lisis pH 7.2
Tris HCL 10mM, EDTA 100mM, NaCl 50mM, SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 0.2%,

Sarcosyl 0.5%

4. Solucién de lavado pH 8
Tris HCL 20mM, EDTA 50mM

5. Solucién de proteinasa K

Proteinasa K en solucién de lavado 1 mg/mL

6. Solucion de PMSF

PMSF en solucién de lavado 1mM. PMSF disuelto previamente en isopropanol.

7. Solucién de almacenamiento

Solucién de lavado diluida 1:10

8. Enzima Xbal (invitrogen 10 U/pL) con buffer de Invitrogen 10X REACT?2

Los moldes utilizados recibieron un tratamiento de lavado con agua estéril antes de su

utilizacion, para dejarlos libres de DNAsas, RNAsas, DNA, etc.
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4. Obtencion de plasmidos recombinantes derivados.

Con un asa de siembra se tomé muestra de una colonia de la cepa elegida, se inocul6 y
se dej6 incubar toda la noche en 5 mL de medio NB con el antibiético de la resistencia
que se seleccioné (ampicilina para HN120/pCOM69, HN120/pFEC59 y estreptomicina
para HN120/pHN32) a 150 rpm a 37°C.

Para obtener mas generaciones, se diluyd la cepa 1/1,000 y se dejé incubar toda la
noche bajo las mismas condiciones, este paso se repitié las veces necesarias para cada
caso hasta observar que se perdiera una de las resistencias. Posteriormente, la tltima
cepa obtenida se diluyé 1/1000 y se sembraron 40 pL de la muestra en placa con el

antibiotico seleccionado, se incubaron a 37°C por 24 hrs.

Se tom6 una muestra de las diferentes colonias obtenidas y se sembraron en una placa
de agar nutritivo NB con los dos antibiéticos de la cepa original y en otra placa con el
antibiotico seleccionado. Las que crecieron en ambas placas se descartaron y de
aquellas colonias donde sdlo hubo crecimiento en placa con el antibiético
seleccionado se tom6 una muestra (como se observa en la figura 10) y se incub6
nuevamente toda la noche para posteriormente hacer el procedimiento de lisis

alcalina.

Ap Ap, Tp Su

Fig. 10. Ejemplo de la eleccion de colonias mediante
seleccion diferencial de antibioticos.
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Todo el procedimiento se repiti6 5 veces para cada cepa, partiendo de colonias

aisladas para encontrar diferentes recombinantes de cada plasmido.

4.1 Cdlculo de generaciones bacterianas

Conociendo el tamafio de la poblacidn inicial y final con un factor de 2 como medida
de expansidon generacional, fue calculado el nimero de generaciones bacterianas
acumuladas en el que se perdia una de las dos resistencias para cada caso ( formula en

anexo 1).

5. Extraccion de plasmidos por lisis alcalina con SDS: Minipreparacion

Este es un método para obtener DNA plasmidico a partir de una pequefia muestra de

cultivo bacteriano, gracias a un medio alcalino y SDS (Sambrook y Russell 2001)

Cada una de las cepas se sembr6 en un tubo de ensaye con 5mL de medio NB y los
respectivos antibidticos para cada caso. Se incubaron toda la noche en un agitador a

37°Cy 150 rpm.

Posteriormente se realizé lo siguiente para cada una de las cepas:

Se tomaron 1.5 mL del cultivo y se pasaron a un microtubo, se centrifug6 a 13,000
rpm, a 4°C durante 2 min. Después de la centrifugacion se removié el medio por
decantacion, con cuidado para que la pastilla no se desprendiera. La pastilla se
resuspendi6 en 100 L de la solucion de lisis I agitando vigorosamente, a
continuacién se afiadieron 200 pL de la solucién de lisis II, (la cual fue preparada
minutos antes de su utilizacidon) se mezcl6 por inversion aproximadamente 5 veces y
se dejo reposar en hielo por 5 min. A esta suspension se le agreg6 la solucion de lisis

I1I fria, se mezcld por inversién y nuevamente se dejo reposando por 5 min.
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La suspension con bacterias lisadas se centrifugé a 13,000 rpm, a 4°C durante 5 min y
la fase acuosa resultante se transfiri6 a un tubo limpio con la ayuda de una
micropipeta. Posteriormente, para dejar la muestra mas limpia se agreg6 un volumen
1:1 de fenol: cloroformo, se mezclaron ambas fases por inversion y se centrifugd bajo
las condiciones antes mencionadas para después transferir nuevamente la fase acuosa

superior a un tubo limpio.

A continuacién se precipitaron los acidos nucléicos: anadiendo dos volimenes de
etanol a la muestra, mezclando por inversiéon dejando reposar por 5 min en frio,
después se centrifugd bajo las mismas condiciones y se decant6 la fase acuosa.
Posteriormente el tubo se mantuvo abierto a temperatura ambiente hasta que se
secaran todos los residuos de etanol y cuando hubo sucedido esto se le anadié 1 mL de
etanol al 70%, nuevamente se mezclo por inversion se centrifugo bajo las mismas
condiciones, se decantd la fase acuosa y se dejaron secar los residuos.

Por ultimo la pastilla de 4cidos nucléicos se resuspendié en 50 pL de TE (pH 8.0) y se

almacend a -20 °C

Soluciones

1. Solucién de lisis alcalina I
Glucosa 50 mM, Tris-Cl 25 mM pH 8.0, EDTA 10mM pH 8.0, NaCl 20mM.

Se esterilizo por filtracion con membrana de 0.45 pm y se almacen¢ a 4°C.

2. Soluciodn de lisis alcalina 11
NaOH 0.2N, SDS 1%.

Se preparo6 al momento y se utiliz6 a temperatura ambiente.
3. Solucién de lisis alcalina III

Acetato de potasio 5 M 30.0 mL, acido acético glacial 5.75 mL, H20 14.25 mL.

Se esterilizé por filtracién con membrana de 0.45 pum y se almacené a 4°C.
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4. Fenol:cloroformo (1:1,v/v)

5. Buffer TE pH 8
Tris 10mM, EDTA 1mM.

6. Electroforesis de los plasmidos extraidos por lisis alcalina

6.1 Electroforesis convencional

Se preparé un gel de agarosa a una concentracion de 0.5 %, se verti6 en el molde de
la camara de elecroforesis y se dejo solidificar a temperatura ambiente durante 30
minutos, el gel se colocd dentro de la cdmara, (Hoefer HE 33 Mini Submarine Unit,
Amersham Biosciences). Las muestras se descongelaron y se cargaron en los pozos del
gel, también se cargaron muestras de los marcadores de peso molecular. El gel se
cubrio6 con buffer TBE y las condiciones de corrida fueron 100 V por
aproximadamente 1 hora, al finalizar se tifieron los geles sumergiéndolos por tres
minutos en una solucién concentrada de bromuro de etidio y se enjuagaron con agua
destilada por 20 minutos, posteriormente se colocaron sobre una base con luz

ultravioleta y se fotografiaron con una camara digital marca Kodak .

6.2 Electroforesis en campo pulsado (Pulsed Field Gel Electophoresis, PFGE).

Esta permite la resolucion de grandes fragmentos de DNA que no pueden ser
resueltos por electroforesis en gel convencional. El procedimiento implica la
aplicacion de campos eléctricos controlados que cambian de direccién en un angulo
predeterminado a las muestras de DNA que ha sido introducidas en una matriz de gel
de agarosa y se digierido con una endonucleasa de restriccion. El ajuste de las
condiciones de electroforesis permite la separacion de fragmentos de DNA con
longitudes de 10 kb hasta 9 megabases dependiendo del tamafio del gel. (Frances

O'Brien et. al,, 2007).
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En este caso se utiliz6 un marcador que definiese altos pesos moleculares, se prepar6
un gel de agarosa Certified Megabase al 1.0% donde se colocé el marcador embebido
en agarosa, el cual fue sellado con la misma agarosa con la que hizo el gel. Una vez
colocadas las muestras, el gel fue sumergido en buffer TBE 0.5X contenido dentro de
la camara de electroforesis (Bio Rad-DRII® contour-clamped homogeneus electric fiel
apparatus). Se usaron diferentes programas para poder estandarizar el que permitiera
observar el tamafio de los plasmidos buscados. El programa adecuado fue: rampa 1-25
seg. por 20 hrs, voltaje: 6 V/cm, angulo: 120°, temperatura :14° C y velocidad de la
bomba: 0.75 L/min.

Soluciones

1. Certified Megabase Agarose (Bio-Rad)

2. Buffer TBE 1x
Tris 90mM, EDTA 2mM (sigma), Acido Bérico 90mM (sigma)

3. Marcador de peso molecular: Midrange PFG Marker I (New England Biolabs)

7. Preparacion de Ribonucleasa A

Al preparar la solucion, ésta se hierve para eliminar DNasas: Se prepar6 una solucion
concentrada, (10 mg/mL) adicionando 50 mg de ribonucleasa A en polvo en 5 mL de
buffer de acetato de sodio de bajo pH (para evitar precipitacion al calientar). Se
calenté a 100°C por 15 min, se dej6 enfriar a temperatura ambiente y para aumentar
el pH se le adicion6 0.1% de Tris-HCl. Para finalizar se alicuot6 en 5 tubos microtubos
y se almacen6 a -20°C (Sambrook y Russell 2001). Se usaron 0.3 pL en cada muestra,
30 min antes de cargarlas en el gel de electroforesis, dejandolas a 37°C durante este

tiempo.
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Soluciones

1. Ribonucleasa A de pancreas bovino (Sigma-Aldrich)

2. Buffer de acetato de sodio 10 mM, pH 5.2
Acetato de sodio, Tris-HCL 1 M pH 7.4

8. Enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion, también conocidas como endonucleasas, son proteinas con
actividades enzimaticas que cortan los enlaces fosfodiéster del material genético a

partir de una secuencia que reconocen (Lodish et al, 2005).

De acuerdo a la concentracién en la que se encontraba cada enzima segin el
proveedor, se usé la cantidad necesaria (cominmente una unidad) para realizar los
cortes de las muestras de plasmidos que usualmente eran de 10 pL. Los buffers de
cada enzima, los cuales se encuentran a una concentraciéon de 10X, se diluyeron 10

veces y las muestras se dejaron 1 hora a 37°C.

La eleccion de las enzimas utilizadas se llevé a cabo por ensayos, ya que no se conoce
la secuencia de los plasmidos estudiados, se hicieron pruebas con multiples enzimas
digiriendo los plasmidos y se eligieron las enzimas que proporcionaron patrones de

bandeo suficientes y distinguibles para el andlisis.

Las enzimas utilizadas fueron:
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Tabla 2. Informacion de las enzimas utilizadas.

Enzima Secuencia de Buffer Compaiiia
reconocimiento
EcoRI 5" G/AATTC NE Buffer EcoRI | New England Biolabs
20U /uL 3' CTTAA/G (10X)
Hindlll 5 A/AGCTT NE Buffer 2 (10X) | New England Biolabs
10U/uL 3' TTCGA/A
Sau3Al 5" /GATC NE Buffer 1 (10X) | New England Biolabs
5U/uL 3’ CTAG/
Sbfl 5" CCTGCA/GG |NE Buffer CutSmart| New England Biolabs
10U/uL | 3 GG /AcGTCC (10X)
Ascl 5" GG/CGCGCC |NE Buffer CutSmart| New England Biolabs
10U/ul 1 3 ccaece/ca (10X)
Notl 5 GC/GGCCG  |NE Buffer 3.1 (10X)| New England Biolabs
10U/uL 1 3 ¢eca/ae
BamHI 5" G/GATCC NE Buffer 3.1 (10X)| New England Biolabs
10U/ulL 3’ CCTAG/G
Avall 5 G/GWCC NE Buffer 2 (10X) | New England Biolabs
10U/uL 3’ C/CWGG
Xbal 5 T/CTAGA Buffer invitrogen Invitrogen
10U/pL 3’ AGATC/T (10X) REACT2

El marcador molecular utilizado fue el fago Lambda (Lambda DNA Invitrogen)

digerido con la enzima HindlIIl.

9. Analisis de resultados en Excel

Para determinar el peso molecular de las bandas obtenidas en los geles de agarosa, las
imagenes de éstos se analizaron en el programa Microsoft Excel. Con una regla se
tomaron las medidas del marcador molecular en centimetros, marcando sus valores

en pares de bases y transformandolos en logaritmo.

Con la comparacidén de estas dos columnas de datos se obtuvo una escala y se calcul6

la ecuacion de la recta, con lo que fue posible tomar la medida en centimetros de cada
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banda en el gel y convertirla a pares de bases. De esta manera interpolando en la recta

se estimo el tamafio de los plasmidos y de los fragmentos modificados (fig. 11).

Bl A B8 [ D  — TS — (TR T FRRS| FUUUY T, P—
medidasdel ——» Pm(pb) [cmengel |iogPm [Pm marcador b eaE S0
marcador de peso 3 2,027 0| 3.3068537 2,027 83209756
molecular 4 2322 0.5| 3.3658622 2322 “i

5 4361 26| 3.6395861 4361 34 ——Seriest

6 6557 3.7| 3.8167052 6557,

7 9416 4.75| 3.9738665 9416 2T —Lineal

8 4.3641756 23,130|sumas -3 (Seriesi)

3.15096| 1415.663387| 41670.25
3.19962| 1583.507045 01
321584| 1643766026 ° e -~

3.31316| 2056.648154
3.3456| 2216.154326
3.37804| 2388.031219
3.47536| 2987.85832
3.63756| 4340.702285
3.67| 4677.351413
3.71866| 5231.906813
3.78354| 6074.912123
[l y— 3.84842| 7053.748972
21 cortado 2 4.7243| 53002.94488

fragmentos perdidos

13128.661
22 cortado 5 -0.7 3.15096| 1415.663387| 39926.536 2086.3494
23 -04 3.19962| 1583.507045
24 -0.3 3.21584| 1643.766026
25 03 3.31316| 2056.648154
26 0.5 3.3456| 2216.154326
27 0.7 3.37804| 2388.031219
28 14 3.49158| 3101.558664
29 235 3.64567| 442252198
30 2.55 3.67811| 4765.516746
31 2.83| 3.723526| 5290.856711
32 48 4.04306| 11042.31165
33 enterod 8.85 4.69997| 50115.2614
34 cortado 7 -0.35 3.20773| 1613.355225| 4714.9139
35 14 3.49158| 3101.558664
36 entero 6 5.9 4.22148| 16652.52138)
37 cortado 8 -0.35 3.20773| 1613.355225| 4714.9139

Fig. 11. Ejemplo del analisis para calcular el peso molecular de las bandas en los geles
de electroforesis, con una flecha en la parte superior se indican las medidas del
marcador molecular en pares de bases, a un lado su respectiva medida de migracién

en centimetros en el gel y posteriormente su medida logaritmica.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Estandarizacion de la electroforesis tipo Eckhardt

Las condiciones para poder visualizar los plasmidos de las cepas con electroforesis
tipo Eckhardt fueron: gel de agarosa a una concentracion de 0.5%, una corrida a 40 V
durante 50 minutos y a 105 V durante 8 horas, lo cual puede observarse en la figura
12, que muestra los marcadores de peso molecular y los plasmidos esperados,
demostrandolo con la cepa S. typhi HN120 que no contiene a los plasmidos y la cepa
S. typhimurium LT2 que contiene el plasmido pSLT, cuyo peso sabemos que es de 94

Kb y parece aproximarse a los pesos de pCOM69 y pFEC59.

MH: fago lambda con HindIIl. LT2: S.
typhimurium LT2, S. typhi HN120:
HN120. A: TpR SuR, ApR. Al: TpS Sus,
ApR. B: TcS StrR. B1: TcS StrR. pCOM:
pCOM69, pFEC: pFEC59.

Fig. 12. Electroforesis tipo Eckhardt de: 1) LT2, 2) S. typhi
HN120/pFEC59 A, 3) S. typhi HN120/pCOM69 A, 4) LT2 con
Xbal 5) S. typhi HN120, 6) A,H.
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Para poder estimar el tamafio de los plasmidos se llevaron a cabo digestiones de éstos
con endonucleasas, se recortaron del gel las regiones que contenian los plasmidos
obtenidos (fig. 13) y posteriormente se usaron enzimas de restriccion, pero no fue
posible ver las digstiones en gel de electroforesis, aun cuando las muestras fueron
tratadas con una solucion de proteinasa K (1.21mg/mL) por 24 hrs para eliminar
posibles proteinas que interfirieran con las digestiones. Quiza el gel de agarosa
interfirio en la accién de las enzimas de restriccion al no poder entrar éstas a través
del gel y por eso no se observaron restricciones. En la figura 13 se observa como
ahora los plasmidos pFEC59 y pCOM69 presentan dos configuraciones espaciales

distintas o se encuentran en forma de dimeros o multimeros (Dale et al, 2004).

PFEC59,A  pCOMG9,A pHN32, B
i} 1

J— HN120
8 9

f

\ Y
1 2 3 4 .5 6 7

Plasmidos

DNA cromosomal s

A H: fago lambda con HindIIl. LT2: S.
typhimurium LT2, S. typhi HN120:
HN120. A: TpR SuR, ApR. Al: TpS SuS,
ApR. B: TcS StrR. B1: TcS StrR. pCOM:
pCOM69, pFEC: pFEC59.

Fig. 13. Electroforesis tipo Eckhardt, de cepas de S.
typhi: 1), 2) y 3) pFEC59 A, 4), 5) y 6) pCOM69 A, 7) y
8) pHN32 B, y 9) HN120.
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Extraccion plasmidica mediante lisis alcalina

Habiendo comprobado que los plasmidos buscados son observables mediante el

método de Eckhardt pero que éste no es suficiente para poder estimar su peso

molecular mediante patrones de restriccion dado que el gel de agarosa pudiese estar

interfiriendo en la accién de la enzimas de restriccion, se llevd cabo el método de

extraccion plasmidica mediante lisis alcalina, con el fin de obtener los plasmidos mas

limpios y aumentar la eficacia de las restricciones.

En la figura 14 se muestra que por lisis alcalina es posible obtener los plasmidos.

Plasmidos recombinantes

derivados

Después de dejar crecer a S. typhi con
cada uno de los plasmidos y con tan
solo uno de los dos antibidticos en el
medio (aquel que permite la pérdida
del segundo) se obtuvo el nimero de
generaciones necesarias para que S.
typhi pierda una de las dos

resistencias conferidas y se observo

que este numero es diferente para
cada plasmido. Con el plasmido
pHN32 se presentan individuos sin
una de las resistencias a las 67

generaciones, con pCOM69 se

N N =z

Plasmidos —=>

pb

DNA cromosomal — ‘-.‘23.130
o 9414
o 6,557

4, 361

2,322
L]

Fig. 14. Electroforesis de lisis alcalina de S. typhi: 1)
pFEC59, A 2) HN120 3) A,H. A,H: fago lambda con HindIIL
A: TpRSuR, ApR, S. typhi HN120: HN120.

requiere de 103 generaciones aproximadamente y con pFEC59 121 generaciones

(tabla 3) (graficas en anexo 2). Lo cual concuerda con los resultados reportados por
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Mendoza et al. (2004) donde se report6 que la cinética en la pérdida de los

marcadores para cada plasmido es diferente.

Tabla 3. Calculo de generaciones necesarias para perder una de las resistencias

Periodos Poblacién Poblacién | Generaciones | Generaciones | Generaciones
12 hrs. inicial final pFEC59 pCOM69 pHN32
1 2.00E+05 2.00E+09 13.28771238 13.28771238 13.28771238
2 8.00E+03 2.00E+09 17.93156857 17.93156857 17.93156857
3 8.00E+03 2.00E+09 17.93156857 17.93156857 17.93156857
4 8.00E+03 2.00E+09 17.93156857 17.93156857 17.93156857
5 8.00E+03 2.00E+09 17.93156857 17.93156857
6 8.00E+03 2.00E+09 17.93156857 17.93156857
7 8.00E+03 2.00E+09 17.93156857
Total de generaciones acumuladas 120.8771238 102.9455552 67.08241809
pCOM pHN pFEC
Al  obtener plasmidos recombinantes _'{_l —— )
. . .. MA 4 a1 B BL A ALHNIZ2O0
derivados de los tres plasmidos originales, 1 23 4 5 67 8
mediante la seleccién diferencial con )
antibioticos y correrlos en un gel, se encontré 3
— F.-“-
que el plasmido pCOM69 al perder la pb
resistencia a Tp, Su disminuye su peso 23130 "".N'-
molecular en gran medida, con lo que se '
; . , 6,557 -
podria sugerir que un gran segmento se esta
4,361
perdido en el proceso de recombinacién. Sin /
3,357 . ’

embargo en el caso de los plasmidos pFEC59
y pHN32 no se observa una notoria diferencia

en el peso molecular después de la perdida de

la resistencia (fig. 15).

Fig. 15. Electroforesis de: 1) A,H. S. typhi con plasmidos: 2)
pCOM69 A, 3) pCOM69 Al, 4) pHN32 B, 5) pHN32 B1, 6)
pFEC59 A, 7) pFEC59 Aly 8) HN120. A,H: fago lambda con
Hindlll, A: TpR SuR, ApR, A1:TpS Sus, ApR, B: TcR StrR, B1: TcS
StrR, S. typhi HN120: HN120
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Se buscaron mas variantes estructurales de los plasmidos en la perdida de la
resistencia para cada plasmido partiendo de colonias independientes, el plasmido
pCOM69 al perder la resistencia a Tp Su presenta un total cuatro patrones diferentes,
los cuales fueron nombrados como clonas (c) (fig. 16). C1 (carril 2) es muy similar en
peso al plasmido original (carril 6). En cuanto al resto de las clonas podria
interpretarse como la presencia de deleciones de diferentes tamafios que vuelven
inestable al plasmido tal como lo menciona Dale et. al. (2004), ya que en c2, c3 y c4 el

peso molecular parece disminuir.

Se observan en total tres perfiles diferentes para la pérdida de una de las resistencias
en el caso del plasmido pFEC59 (fig. 17). Y al igual que el caso de pCOM69 uno de los
patrones (c1) es muy parecido al plasmido original y en los otros dos (c2 y c3) parece

haber deleciones méas grandes.

H H
16 N N
pC(iMbg 1 pFEC59 1
ApAl AL AT AL A2 ~ '_1“.1 2
.1 c% (?; céz (54 & g 8 Ay A A» A._' ,L\‘-. B
' o 1 29 % %6 7
pb pb —y
L ; - |
RRRRE " = o s W -
e
IS o —— 9,414 9,414 Ml - - —
i — - 6,557 6,557 Ml &=
i —

4, 361 6

e G 4,361 o
ARBE s;as;.:"‘

Fig. 16. Electroforesis de: 1) y 8) A, H. En los
carriles siguientes S. typhi : 2, 3, 4 y 5) clonas
diferentes con el pldsmido pCOM69 Al, 6)
pCOM69 A, y 7) HN120. C:clona. AH: fago
lambda con HindIll, A: TpR SuR, ApR, A1:TpS Sus,
ApR, S. typhi HN120: HN120.

Fig. 17. Electroforesis de: 1) y 7) AH. En los
carriles siguientes S. typhi : 2) pFEC59 A, 3,4y 5)
clonas diferentes con el plasmido pFEC59A1, 6)
HN120. C:clona. A,H: fago lambda con HindlIll, A:
TpR SuR, ApR, A1:TpS SuS, ApR, S. typhi HN120:
HN120.
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Los plasmidos pHN32 TcS, SmR obtenidos de cinco colonias diferentes de S. typhi,
parecen tener el mismo peso molecular entre ellos (fig. 18), podria ser que sélo existe
un patréon en la pérdida de la resistencia, el cual es resultado de deleciones muy
pequeiias. Cabe recordar que de los tres plasmidos pHN32 es el primero en perder

una resistencia a lo largo de las generaciones.

PHN32
( 4 )
AH B1B1B1B B1B1
12 345 67

—_——.—-. pb

.... - - e -.23;130
== - 414
-— -0 557

© 4,361

= ; | i

Fig. 9. Electroforesis de: 1) y 9) A,H. En los carriles
siguientes S. typhi : 2, 3, 4, 6 y 7) clonas diferentes
con el plasmido pHN32 TcS, SmR, 5) pHN32TcR, Smg,
8) HN120. A,H: fago lambda con HindlIll, B: TcR StrR,
B1: TcS StrR, S. typhi HN120: HN120.

Determinacion del peso molecular mediante electroforesis en campos pulsados

(PFGE) y patrones de restriccion para el plasmido pHN32.

Debido a que no conocemos la conformacién espacial en la que se encuentren los
plasmidos (Dale W. et al, 2004) o si estan formando multimeros no es posible
determinar su tamafo molecular al comparar estas estructuras con el marcador de

peso molecular en el que el DNA se encuentra en forma lineal, es por ello que se
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utilizaron enzimas de restriccion para estimar el tamafio de los plasmidos y buscar

patrones diferenciales entre los plasmidos integros y los recombinantes derivados.

Se eligi6 la enzima Xbal para digerir el DNA del plasmido pHN32 ya que su secuencia
de reconocimiento no es an comun. Al parecer, al ser digerido, el plasmido obtuvo una
conformacion lineal, al cortar en un unico sitio, en ese caso, el peso aproximado del

plasmido seria de 70 kb, como lo muestra el marcador de peso molecular (fig. 18).

PHN32 g
PHN32 Xbal |
/_k_\ /_k_\ 2
B Bl M B Bl
1 2 3 4 5 6
. Ny
. v Kb
-
. : é 242.5
Plasmidos ——> [ = & 2275
R {748
] . 1602
Wy : ELK
\ 112.0
. 97.0
: 32.0 ’ )
-~ <o ls3.0 <—Plasmidos, Xbal
; 43.0
o’ 33.5

p

Fig. 18. Electroforesis en campos pulsados (PFGE) de: 1) pHN32 B, 2) pHN32 B1, 3)
M 4) pHN32 B, con Xbal 5) pHN32 B1 con Xbal 6) HN120. M: marcador (Midrange
PFG Marker I), B: TcR StrR, B1: TcS StrR. S. typhi HN120: HN120.

Condiciones de corrida: gel de agarosa 1%, programa: rampa 1-25 seg. por 18 hrs,

voltaje: 6 V/cm, dngulo: 120°, temperatura 14° Cy velocidad de la bomba 0.75 L/min.

Se siguieron buscando patrones de restriccién con diferentes enzimas en geles

convencionales para corroborar el tamafio del plasmido pHN32 obtenido mediante
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PFGE. La enzima Sbfl brinda las bandas necesarias para estimar el peso, el cual se

aproxima a 77,317 pb (fig. 19.) Cabe destacar que en la restriccion con Sbfl no se

observa diferencia en los patrones de bandeo obtenidos entre pHN32 TcR StrR y

pHN32 TcS StrR.

Fig.

PHN32
)

Notl  Ascl Shf

B 11§ Bl 'B BI 15 BINH | | [
2 34 56 7891011121314

*I

ANH
1

ph

23,130 ' .Q"'-!’

9414 - :_l
= =

6, 5575 - - -

4,361

5 -

19. Electroforesis en gel de agarosa de: 1) y 10) marcador AH .

Extractos de lisis alcalina de S. typhi : 2) pHN32 B, 3) pHN32 B1, 4)
pHN32 B, Notl 5) pHN32 B1, Notl, 6) pHN32 B, Ascl 7) pHN32 B1, Asc],
8) pHN32 B, Sbfl 9) pHN32 B1, Shfl,, 11) HN120, 12) HN120 Notl,13)
HN120 Ascl, 14) HN120 Sbfl. B: TcR StrR, B1: TcS StrR, A,H: fago lambda

con Hindlll,

En la figura 20, la enzima util para el analisis es HindlIll, que no proporciona un patrén

de bandeo en pHN32 TcR StrR, pero si en pHN32 TcS StrR, lo cual pueda deberse a un

re-arreglos en el plasmido al momento de perder una de las resistencias,

proporcionando mayores sitios de corte para la enzima. En cuanto al peso molecular

en este caso es estimado utilizando el carril 9, resultando en aproximadamente 71,715

pb.
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Gracias a los perfiles de
restriccion anteriores se pudo
obtener un promedio para
estimar el tamafio del plasmido
pHN32 antes y después del
proceso recombinogénico, el
cual se aproxima a 73, 659 pb.
Este tamafio es coincidente con
el estimado por el método de
PFGE, y en la tabla 4 se muestra
el promedio de ambos métodos;
73, 335 pb. Sin embargo, no se
han podido definir zonas que al
perderse ocasionen la
inestabilidad, por lo que se
propone que estas zonas son
muy pequefias. Otra opcion es
que no se estén perdiendo
zonas en la recombinacion, si

no, simplemente exista una

gran reorganizacion del
plasmido, la cual lo
desestabilice y vuelva

disfuncional el gen que confiere

la resistencia a tetraciclina.

HN120
leY 32 (—’I\_\. e T
) b i

30w

Xbal BamHI HindlIll i -
A4 B BLB BL B Bl B BLAH i
1 2345 678951011121314
i \
— -

pbh

= N
210 g WEBrRNT g
-

9,414 e 4 L—
6,557 = —
4,361 ]

588 = -

Fig. 20. Electroforesis en gel de agarosa de: 1) y 10)
marcador AH. Extractos de lisis alcalina de S. typhi : 2)
pHN32 B, 3) pHN32 B1, 4) pHN32 B, Xbal 5) pHN32 B1,
Xbal, 6) pHN32 B, BamHI 7) pHN32 B1, BamH]I, 8) pHN32
B, Hindlll 9) pHN32 B1, Hindlll, 11) HN120, 12) HN120
Xbal, 13) HN120 BamH]I, 14) HN120 HindlIIl. B: TcR Strk.
B1: TcS StrR. A,H: fago lambda con HindIIl.

Tabla 4. Pesos calculados del plasmido pHN32 en pares de bases. S: desviacion

estandar.
Hindll (pb) | Sbfl (pb) PFGE (pb) | promedio (pb) S (pb)
pHN32 Tk, Sm* 77,317 70,000 73,659 +5,174
pHN32 Tc®, Sm* 71,715 77,317 70,000 73,011 + 3,826
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Cortes del plasmido pCOM69 con enzimas de restriccion

pCOM A PEOMAL HN120
( 1
M B0 1 2 & 38 " Eonn
1.2 3 4 5 6 7 8 910 311.1213:14

pb

23,130

9,414

6, 557

4,361

2,933

Fig. 21. Electroforesis en gel de agarosa de: 1) y 14) marcador
M H. Extractos de lisis alcalina de S. typhi : 2) pCOM A4, 3) pCOM
A EcoRIl 4) pCOM A1 (c.1), 5) pCOM A1, (c.1) EcoRl 6) pCOM
A1, (c.2),7) pCOM A1 (c.2) EcoR], 8) pCOM A1(c.3),9) pCOM A1,
(c.3) EcoRl, 10) pCOM A1 (c.4), 11) pCOM Al(c.4) EcoRl 12)
HN120, 13) HN120 EcoRI. C: clona, A: TpR SuR, ApR. A1:TpS Sus,
ApR. A, H: fago lambda con HindlIl. Eco: EcoRI.

Se digiri6 pCOM69 y sus
recombinantes  derivados
con la enzima EcoRIl. Para
pCOM69 TpR SuR, ApR sin
cortar se estima un peso de
55,256 pb y al ser cortado
un peso de 56,334 pb;
ambos pesos estan muy
aproximados. C1 cortada y
sin cortar pesa
aproximadamente 50,292
pb. C2 pesa sin enzima
12,845 pb y con enzima
17,036 pb; esto intuyendo

que la banda que aparece en
la parte superior se trate de
la linearizacion del plasmido
que anteriormente se
encontraba en forma mas
compacta (fig. 21). C3 sin
cortar pesa 9,017 y cortado

8,600 pb, intuyendo que la

banda que aparece en este dltimo caso se trate de lo mismo que en C2. Por ultimo C4

sin cortar y cortado pesan 7,462 pb, esto al interpretar que las dos bandas superiores

que aparecen en el tratado con la enzima sean diferentes formas topoléogicas del

plasmido.

46



En la figura 22A se observa a pCOM TpR SuR, ApR y diferentes clonas de pCOM TpS Sus,

ApR tratados con la enzima Sbfl. Fue posible estimar el peso de pCOM TpR SuR, ApR

gracias al carril 2, siendo este de aproximadamente 59, 562 pb; mismo peso que se

estima para C1. Para C2 se estima un peso de 41,116 pb (tomada del carril 7). Y para

C4 se calcul6 un peso de 9,948 pb (carril 9) interpretando que la Unica banda nueva

que aparece después de ser tratado con la enzima se debe a una restriccion parcial

donde el plasmido se linearizd, la banda superior a esta podria tratarse de un dimero

surgido durante la recombinaciéon debido a la falla del sistema de resolucién de

multimeros (Sengupta y Austin 2011) y la inferior podria tratarse de un topoisémero

del plasmido, debido a que ambas se encuentran en C4 sin cortar.

pCOM Al
J
. St St Sh 7
MNH Shelclc2 cdcacd  ShAH
12 3 4 56789101112

pCOM A HN120

K y pb
. :---,2.,-- - 23,130
e Nio e ’~,,.'- — { 9,414

o, v
i o - e .- - 0,557
e - ~ 4,361
b - —y - ’

- I 2,3

* - 3%

.

Fig. 22A. Electroforesis en gel de agarosa de: 1) y
12) marcador A,H. Extractos de lisis alcalina de S.
typhi : 2) pCOM A, 3) pCOM A, Sbfl 4) pCOM A1,
(c.1), 5) pCOM A1, (c.1) Shfl 6) pCOM A1, (c.2),7)
pCOM A1, (c.2) Sbfl, 8) pCOM A1, (c.4), 9) pCOM
A1, (c.4) Sbfl, 10) HN120, 11) HN120 Shf1. C:clona,
A: TpR SuR, ApR, A1:TpS Sus, ApR. A,H: fago lambda
con Hindlll, Sb: Shf1.

PCOMAL o o0
5CoD

Cz !
1223

%)
)

H
& 5

=

Fig. 22B. Electroforesis en gel de
agarosa 0.5%: 1) pCOM A1, (c.3), 2)
pCOM Al, (c.3) Sbfl 3) HN120, 4)
HN120 Shfl., 5) marcador 4£H. C:clona.
A1:Tps SuS, ApR. £ H: fago lambda con
HindlIll. Sb: Shf1.
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Respecto a C3 (fig. 22B) probablemente inicamente de linearizé en cuyo caso su peso

seria de 14,594 pb.

En cuanto al mapeo de zonas eliminadas, (fig. 22A) es distinguible que entre el

plasmido estable y C1 no se observan cambios, entre estos dos y C2 esta la pérdida de

2 bandas para C2, una de 3,880 pb y otra de 6,213 pb. Y para C4 desaparecen estas

pCOM A1
PCOM A, A

JHN120

Sau Sau  Sau Sau
AH  Sauclclc2 c2 c3c3cdcd  Sau AH
12 34 56 7 8 91011121314

dosmas una de 15, 403.

En el caso de las restricciones
con Sau3Al (fig. 23) es
claramente distinguible que
en las diferentes clonas se
van acumulando las bandas
perdidas, estos fragmentos
perdidos se muestran mas
adelante en la tabla 4. Las
medidas estimadas por los
patrones de bandeo son las
siguientes: pCOM69 TpR SuR,
ApR 58,025 pb, C1 58,438 pb,
C2 29,626 pb, C3 11,377 Pby
C4 5,759 pb.

Fig. 23. Electroforesis en gel de agarosa de: 1) y 14) marcador A,H. Extractos de lisis alcalina
de S. typhi : 2) pCOM A, 3) pCOM A, Sau3AI 4) pCOM A1 (c.1), 5) pCOM TpS Al (c.1) Sau3Al 6)
pCOM A1 (c.2), 7) pCOM A1l (c.2) Sau3Al, 8) pCOM A1, (c.3), 9) pCOM A1, (c.3) Sau3Al
10)pCOM A1, (c.4), 11) pCOM A1, (c.4) Sau3Al 12) HN120, 13) HN120 Sau3Al. C: clona. A: TpR
SuR, ApR. A1:TpSSuS, ApR. A H: fago lambda con HindIll Sau: Sau3Al
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Al igual que en el caso anterior las restricciones con Avall muestran la pérdida de

ciertas bandas (fig. 24). Los tamafios calculados de los plasmidos fueron: pCOM69 TpR

SuR, ApR 41,670 pb, C1 39,926 pb, C2 4,714 pb, C3 4,714 pb y C4 7,194 pb.

Los fragmentos de pb que se pierden en cada clona se encuentran en la tabla 6 pero en

este caso en particular existe una banda en C1 de 11,042 pb aproximadamente que

aparece Unicamente en esta clona al ser cortada con Avall. Esto puede deberse a un

pCOM AL
PCOM A I

JHN120

Ava Ava Ava Av
AH  Avaclclc2 ¢2 c3c3c4 c4 Ava AH
123456 7 8 910111213 14

rearreglo en el pldsmido
donde dos bandas, una de
6,075 pb y otra de 7,054
pb presentes en el
plasmido integro son
sustituidas por ésta de
mayor tamafio en C1
pero se estarian
perdiendo 2,086 pb de
pCOM69 TpR SuR, ApR a
C1. El fragmento de 2,388
pb presente en c4 y no en
c2 y c¢3 se interpreta

como un topoisémero.

Fig. 24. Electroforesis en gel de agarosa de: 1) y 14) marcador A,H. Extractos de
lisis alcalina de S. typhi : 2) pCOM A, 3) pCOM A, Avall 4) pCOM A1 (c.1), 5) pCOM
Al (c.1) Avall 6) pCOM Al, (c.2), 7) pCOM A1, (c.2) Avall , 8) pCOM A1, (c.3), 9)
pCOM A1, (c.3) Avall 10)pCOM A1, (c.4), 11) pCOM A1, (c.4) Avall 12) HN120, 13)
HN120 Avall. C:clona. A: TpR SuR, ApR. Al: TpS SuS, ApR. A H: fago lambda con

HindIll. Ava: Avall
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La enzima Hindlll realiza pocos cortes en pCOM69. Los pesos estimados son: pCOM69
TpR SuR, ApR 34,439 pb, C1 33,333 pb, C2 16,147 pb, C3 9,805 pb y C4 11,459 pb. En
este caso se interpreta que C3 al ser expuesta a la enzima no hay sitios de corte y en

C4 ocurre una linearizacion del plasmido (fig. 25).

pCOM Al
A

pCOMA{ ‘HNI'Z.O
Hin  Hin Hin Hin
AMH  Hincleclc2 c2 c3 c3c4 ¢4 HinAH

1 234 56 7 891011121314

~ ~
-— -
g pb

&.-..a..a‘...-uzmao
’ . .

-~ = - e 9,414
R 88 i - w4 6, 557

" 4,361
2 . 2,027
: - 2,322

Fig. 25. Electroforesis en gel de agarosa de: 1) y 14) marcador AH.
Extractos de lisis alcalina de S. typhi : 2) pCOM A,3) pCOM A, Hindlll 4)
pCOM A1 (c.1), 5) pCOM A1 (c.1) HindIll 6) pCOM A1 (c.2), 7) pCOM Al,
(c.2) Hindlll, 8) pCOM A1, (c.3), 9) pCOM A1, (c.3) HindIll 10) pCOM A1,
(c.4), 11) pCOM A1, (c.4) Hindlll 12) HN120, 13) HN120 Hindlll. C:clona.
A: TpR SuR, ApR. A1l: TpS SuS, ApR. A H: fago lambda con HindlIll. Hin:
HindIll

En la tabla 5 se muestra el resumen de los pesos calculados en cada uno de los geles
analizados de pCOM69 con las diferentes enzimas, en morado resaltan los pesos

resultantes.
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Tabla 5. Pesos calculados del plasmido pCOM69 en pares de bases. C:clona.

S: desviacion estandar.

EcoR| (pb) | Sbfl(pb) |Sau3Al(pb)| Avall (pb) |HindIll (pb) | promedio (pb) S (pb)
pCOMB9 Tp" Su®, Ap* 56,334 59,562 58,025 41,670 34,439 50,006 +11,263
pCOMB9 Tp® Su®, Ap" (C1) 50,292 59,562 | 58438.00 | 39,926 33,333 48,310 +11,486
pCOM69 Tp® Su®, Ap" (C2) 17,036 41,116 29,626 4,714 16,147 21,728 +13,972
pCOM69 Tp® Su®, Ap" (C3) 8,600 14,593 11,377 4,714 9,805 9,818 +6,631
pCOM69 Tp® Su®, Ap" (C4) 7,462 9,948 5,759 7,194 11,459 8,364 +2,294

La tabla 6 muestra un resumen de los fragmentos que se estima, se han eliminado en

cada recombinante de acuerdo a la enzima con la que se han tratado. Cabe destacar

que conforme las clonas van siendo de menor tamafo los fragmentos eliminados se

van acumulando y esto concuerda con el resultado antes observado de que las clonas

vayan siendo cada vez mas pequeias.

Tabla 6. Estimacion de fragmentos eliminados en los recombinantes del plasmido

pCOM69. (llll: todos los fragmentos del recombinante anterior se repiten, =:

fragmentos eliminados. C:clona).

Sbf1(Pb) |Sau3Al({Pb)| Avall (Pb)
pCOMES TpS 5uS, ApR (C1) 2,086 = =
pCOMES Tps 5usS, ApR (C2) [l 3,966 1,416

3,880 1,583
6,213 4,712 2,057
5,137 2,216
5,599 2,388
4,677
5,232
6,075
7,054
pCOMES TpS SuS, ApR (C3) ] 1] ]
15,403 7,907
8,999
PCOMES TpsS Sus, ApR (C4) ] ] ]
3,196 1,644
3,638

sin

En c6digo de colores también se muestra una propuesta de los fragmentos eliminados

que podrian estar coincidiendo entre cada enzima utilizada,

(tabla 6) aunque es
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importante resaltar que no se logra hacer coincidir todos como en el caso de los 8,999
pb en Sau3A1l. Sin embargo existen fragmentos de tamafios muy parecidos entre las

tres diferentes enzimas como en el caso de los colores amarillo rosa y azul.

Cortes del plasmido pFEC59 con enzimas de restriccion

Al cortar el plasmido pFEC59 y sus recombinantes encontrados enzima EcoRI se
observan pocos patrones de bandeo (fig. 26). Para C2 se estima un peso de 17,828 pb;
interpretando que al ser cortado el plasmido tan sélo se linearizé y para C3 se estim6

un peso de 8,805 pb.

PFEC Al
pPFEC A ) HN120
[ Eco Eco Eco
AMH  Ecocl ¢l c2c2c3c3  EcoAH
123 45 67 89 101112

ph

.-'-."-_ " e 23130
’

bt — - 9414
P S~
— S 5, 557
—— '
4,361
v 2,322
2,027

Fig. 26. Electroforesis en gel de agarosa de: 1) y 12) marcador
AH. Extractos de lisis alcalina de S. typhi : 2) pFEC A, 3) pFEC A,
EcoRl 4) pFEC A1, (c.1), 5) pFEC A1, (c.1) EcoRl 6) pFEC Al,
(c.2), 7) pFEC A1, (c.2) EcoR], 8) pFEC A1, (c.3), 9) pCOM A1,
(c.3) EcoRI, 10) HN120, 11) HN120 EcoRlI. C: clona. A: TpR SuR,
ApR. A1: TpsSuS, ApR. AH: fago lambda con Hindlll. Eco: EcoRI
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Con Shfl los tamafios calculados para los plasmidos fueron: pFEC TpR SuR, ApR y C1
35,680 pb, C2 27,994 pb y C3 9,885 pb (fig. 27)

Con respecto a la pérdida de fragmentos del plasmido integro a C2 se observa que se

pierden dos fragmentos menores y uno mayor, sin embargo aparecen dos fragmentos

nuevos en otra posicion, esto podria deberse a un rearreglo y para el plasmido C3 se

hipotetiza una linearizacion al usar la enzima, e igual que en el caso anterior como no

es una banda qué hubo surgido en el plasmido integro no se puede interpretar que

fragmentos se pierden.

pPFEC Al
PFEC A | HN120
Sh Sh  Sh
A Sbcl cl c2c¢2c3c3 SbAH
123 4567 8 910 1112

pb

.,'.p."..‘"“ 23,130
«E B® :

— y . - s 3,414
- - -
- - - o T S% 6,557
f 4, 361
:
- B s 2,322
2,027

Fig. 27. Electroforesis en gel de agarosa de: 1) y 12) marcador A,H. Extractos
de lisis alcalina de S. typhi : 2) pFEC A, 3) pFEC A, Sbfl 4) pFEC A1, (c.1), 5)
pFEC A1, (c.1) Sbfl 6) pFEC A1, (c.2), 7) pFEC A1, (c.2) Sbfl, 8) pFEC A1, (c.3),
9) pCOM A1, (c.3) Shfl, 10) HN120, 11) HN120 Sbf1. C: clona. A: TpR SuR, ApR.
A1: TpSSuS, ApR. A,H: fago lambda con HindlIIl. Sbh: Shfl
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pFEC Al El plasmido pFEC59 tratado con la

DFEC A HN120 . s

l S ém‘, Sau enzima Sau3Al uUnicamente muestra

ME Sauclcl 22 c3c3  SauAH que conforme las clonas van siendo
123 45 6' 7 8 910 1112

8 sl de menor tamafio en los patrones de

"5 by k. A restriccion de cada wuna van

2 . ,
- - ' disminuyendo los fragmentos

nt encontrados, indicando que hay sitios

- w ‘ ' | bl W =130 que se van perdiendo (fig. 28).
' -
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Fig. 28. Electroforesis en gel de agarosa de: 1) y 12)
marcador A, H. Extractos de lisis alcalina de S. typhi: 2) pFEC
A, 3) pFEC A1, Sau3AI 4) pFEC A1, (c.1), 5) pFEC A1, (c.1)
Sau3Al 6) pFEC A1, (c.2), 7) pFEC A1, (c.2) Sau3Al, 8) pFEC
A1, (c.3), 9) pCOM A1, (c.3) Sau3Al, 10) HN120, 11) HN120
Sau3Al. C: clona. A: TpR SuR, ApR. Al: TpS SusS, ApR. A,H: fago
lambda con HindIll. Sau: Sau3Al.

Al usar la enzima Avall es posible distinguir los fragmentos para estimar el tamafio de
los plasmidos y la pérdida de algunas bandas (fig. 29). El calculo de los pesos
moleculares para cada plasmido es: pFEC TpR SuR, ApR 35,300 pb, C1 23,134 pb, C2
4,832 Pby C3 4,832 pb.

Al igual que como sucedi6 con pCOM69 tratado con esta enzima, aparece una banda
mayor, en este caso de 9,689 pb en C1 y las mismas dos bandas observadas para

pCOM integro (ahora una de 4,883 pb y otra de 6,879 pb) se encuentran en pFEC59,
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por lo que puede tratarse del mismo rearreglo mencionado para pCOM69, y se

estarian perdiendo aproximadamente 2,072 pb de pFEC59 integro a C1.

PFEC Al
pFEC A J HN120
Ava Ava Avd
A Avaclclc2 c2c3 ¢c3 AvalNH
12345678 9101112

- — .
pb
.. L . @ ' - s 130
- AT
-~ <) - 9,414
- ® - —
- 6, 557
S ‘ 4,361
. -
- . X : 2,322
- 45 P 2,027

Fig. 29. Electroforesis en gel de agarosa de: 1) y 12) marcador
AH. Extractos de lisis alcalina de S. typhi : 2) pFEC A, 3) pFEC A,
Avall 4) pFEC A1 (c.1), 5) pFEC A1, (c.1) Avall 6) pFEC A1, (c.2),
7) pFEC A1, (c.2) Avall, 8) pFEC A1, (c.3), 9) pCOM A1, (c.3) Aval],
10) HN120, 11) HN120 Avall. C: clona. A: TpR SuR, ApR. Al: TpS
SuS, ApR. A,H: fago lambda con Hindlll. Ava: Avall.

La utilizacién de la enzima HindlIIl proporciona pocas bandas, pero es posible un
analisis con los que se estima el peso de los plasmidos (fig. 30): pFEC TpR SuR, ApR

48,806 pb, C1 43,398 pb, C2 no es posible estimarlo y C3 7,880 pb.
En este caso en especial para C2 podria estar ocurriendo un rearreglo en el que surgen

muchos sitios de corte para HindlIl ya que aparecen multiples bandas al ser tratado

con la enzima. En el caso de C3 podria estar ocurriendo una linearizacién del plasmido
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gracias a la enzima. No es posible analizar pérdida de fragmentos en el gel (fig. 30) ya

que no hay patrones claros.

PFEC Al
PFEC A ) HN120
Hin  Hin Hin
AH  Hinclcl c2c2c3c3  Hin AH

123 456789101112

s -

-

-

0 ’

»
~

pb

..'.' W™ o

e ‘
-l &. e 9414
e e 6,557
3 L — .
3 . 4, 361
A Ay

Fig. 30. Electroforesis en gel de agarosa de: 1) y 14) marcador A,H. Extractos de lisis
alcalina de S. typhi : 2) pFEC A, 3) pFEC TpR SuR, ApR A, 4) pFEC A1, (c.1), 5) pFEC A1,
(c.1) Hindlll 6) pFEC A1, (c.2), 7) pFEC A1, (c.2) Hindlll, 8) pFEC A1, (c.3), 9) pCOM A1,
(c.3) Hindlll, 10) HN120, 11) HN120 HindIll. C: clona. A: TpR SuR, ApR. A1l: TpS Sus, ApR.
AH: fago lambda con Hindlll. Hin: HindIll

En la tabla 7 se muestra el resumen de los pesos calculados en cada uno de los geles
analizados de pFEC59 con las diferentes enzimas, en morado resaltan los pesos

resultantes.

Tabla 7. Pesos calculados del plasmido pFEC59 en pares de bases. C: clona. S:

desviacion estandar.

EcoR|(pb) | Sbfl(pb) [HindIll (pb)| Avall (pb) | promedio (pb) S
PFEC59 Tp" suf, Ap" 35,680 48,806 34,89 39,794 +7,814
pFEC59 Tp® Su®, Ap® (C1) 35,680 43,398 32,823 37,300 +5,470
pFEC59 Tp® Su®, Ap" (C2) | 17, 828 27,994 4,832 16,413 +16,378
pFEC59 Tp® Su®, Ap" (C3) 8,805 9,885 7,880 4,832 7,851 +2,172
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La tabla 8 muestra el resumen de los fragmentos, que se han eliminado en cada clona

de pFEC59. En este caso, (debido a los factores mencionados a detalle en el analisis de

cada gel) de todas las enzimas utilizadas, la unica que aporto informacion fue Avall,

por lo que el resultado puede ser poco robusto.

Al igual que en el caso de pCOM69 se observa que conforme se va avanzando en las

clonas los fragmentos eliminados se van acumulando y las clonas van siendo cada vez

mas pequeias.

Tabla 8. Estimacion de fragmentos eliminados en los recombinantes del

plasmido pFEC59. (lll: todos los fragmentos del recombinante anterior se

repiten).

Avall (Pb)

pFEC59 TpS Sus, ApR (C1)

2,072

pFEC59 TpS SuS, ApR (C2)

2,461

2,759

4,114

4,356

4,612

4,883

6,879

pFEC59 TpS SuS, ApR (C3)

Esquemas concluyentes

Las dos opciones para la pérdida de la resistencia a Tc en el plasmido pHN32 son: una

pequeiia delecion que involucre al gen TcR (fig. 31, A) o multiples rearreglos (fig. 31,B)
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A 1,900 pb

pHN32 <

73,659 pb

Fig. 31. Esquema de los fragmentos modificados para el plasmido pHN32.

Las figuras 32 y 33 esquematizan los segmentos que posiblemente estan siendo
eliminados del plasmido pCOM69. El esquema esta basado en los resultados obtenidos
con Avall, y Sau3Al respectivamente, sin embargo se toman en cuenta los pesos
moleculares promedio obtenidos con todas las enzimas reportadas (tabla 3) y es por
ello que en color rojo se resaltan algunos pesos moleculares de fragmentos perdidos
hipotéticos, que no estarian siendo observados en el andlisis con estas Unicas dos

enzimas.
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Fig. 32 . Esquema de los fragmentos modificados para el plasmido

pCOMG69 con base en la enzima Avall. C:clona

Sau3Al

pCOM69

pCOM69

c3

7.9Kh,

ave M

4.3Kb
N
4.7kKb

S.1Kb

50,000 pb

Fig. 33. Esquema de los fragmentos modificados para el plasmido

pCOMG69 con base en la enzima Sau3Al. C:clona.



En la figura 34 se muestran los segmentos que posiblemente estan siendo eliminados
del plasmido pCOM69. Nuevamente en rojo se observa la hipdtesis de un segmento

que no estaria siendo observado.

C1 c2 a

A 4.1Kb, 4.1Kb,

) / 4.8Kb ( 4 8 Kb

' E ( PFEC59 l pFEC59

] 2 kb \ "
hb !( \

46 46Kb
39,794 pb 25kb 27Kb zsn(t:”"b

Fig. 34. Esquema de los fragmentos modificados para el plasmido pFEC59

con base en la enzima Avall. C:clona
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VIII. CONCLUSIONES

Mediante este estudio fue posible estandarizar las condiciones de la electroforesis tipo
Eckhardt para visualizar los plasmidos R. El uso de la electroforesis de campos
pulsados y perfiles de restriccion permiti6 una estimacion del tamafio de los
plasmidos, sin embargo también contribuyé a comprobar que puede realizarse la
misma estimacion mediante electroforesis convencionales, con lo que se reportdé un
estimado del peso molecular de cada uno de los pldsmidos y sus recombinantes

derivados

Al obtener plasmidos recombinantes derivados de cada una de las cepas que
contenian a los tres pladsmidos mediante la siembra diferencial con antibi6ticos se
encontr6 un patrén estructural para pHN32 TcS StrR, cuatro patrones para pCOM69

TpSSuS, ApR y tres patrones para pFEC59 TpS SuS, ApR.

El mapeo de los fragmentos que se pierden o modifican en los recombinantes
derivados y que por consiguiente ocasionan que se inestabilicen los plasmidos
requiri6 de un complicado anadlisis; con el cual fue posible observar que los plasmidos
estudiados presentan muchos rearreglos, diferentes formas topoldgicas y formacion

de estructuras multiméricas.

Los fendémenos antes mencionados, entre otras cosas, como las posibles restricciones
parciales por parte de las enzimas, ocasionan que los patrones de bandeo obtenidos
en cada caso puedan ser interpretados de maneras diferentes. Intentando llevar a
cabo la interpretacion mas acertada para cada caso, fue posible hacer una
aproximacion de los fragmentos buscados para algunos de los plasmidos
recombinantes, encontrando que estas regiones son de diferente tamafio en cada
plasmido. Sin embargo este analisis no fue suficiente para encontrar regiones
homoélogas en las diferentes clonas y comprobar que sea un mismo elemento
estabilizador el que al perderse esté inestabilizando los plasmidos en S. typhi como se

comprobd recientemente en el trabajo de Hayashi et. al. (2014) donde se encontr6 una
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region de DNA en el plasmido Pyan-1 necesaria para mantener la estabilidad de los

plasmidos en la bacteria Sphingobium yanoikuyae.

IX. PERSPECTIVAS

Para obtener un mapeo preciso de las zonas modificadas en estos plasmidos y
descubrir si existen regiones eliminadas que sean repetitivas en las diferentes clonas
encontradas seria necesario llevar a cabo la secuenciacién de los plasmidos con sus
respectivos recombinantes, perspectiva que estd en curso en el laboratorio y que el

presente trabajo forma parte de la exploracién preliminar para lograr.
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XL ANEXOS

1.

x = N2 de bacterias al tiempo 0

y = N2 de bacterias al tiempo t

t = tiempo en crecimiento exponencial
Al tiempo 0y = x

Después de: 1 generacion y = x.2

2 generaciones y = (x.2) 2 =22x

3 generacionesy = (22 x) 2=23x

n generaciones y = 2" X

n = (nimero de generaciones)

Resolviendo la ecuacién anterior para n se tiene:

logy —logx
n=-————

logy=logx+nlog2 — o2

2. Gréficas que representan el nimero de generaciones necesarias en S. typhi para

encontrar individuos en los que se haya perdido una de las dos resistencias

codificadas en cada plasmido.
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